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Summary
Thee鮎ctofthemolecularweightoflevanonserumcholesterolconcentrationwasinvestigatedinratsfed
cholesterol血eediets.Lowmolecularweightlevan(Llevan.mol.wt.ca.10.000)andhighmolecularweightlevan(H-
1evan,mol.wLca.2,000,000)werefedtomaleSprague-Dawleyrats.Theamountoffわodintakeandbodyweightgain
werenotafectedbyfeedingof50/oofL-1evandiet(L5%),butwerereducedby5%ofH-1evandiet(H50/o).Therewas
nosignifcantdiferenceinfoodefficiencybetweenratsfedL50/oandH50/odiets.Therelativeweightoftheliverwas
affectedbyH50/odiets.Significantincreaseintherelativeweightsofthececumwalandcecumcontentswas
observedinratsfedH5%andL5%dietscomparedwiththecontrol,buttherewerenosignificantdi∬erence
betweenthetwogroups.ConcentrationofserumcholesterolinratswasnotreducedbyfeedingofL5%diet,by
H5%diet.TheresultssuggestthatthediferenceofserumcholesterolconcentrationbetweentheratsfedL5%and
H5%dietswasduetothedegreeofpolymerization,although therewasthepossibilityofbeingduetofermentation
products.
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Ⅰ.緒言
本研究では､レバンの分子量がラットの血清コレステ
ロール濃度に与える影響を検討した｡β-2,1結合を有す
るフラクタンにはフラクトオリゴ糖やイヌリンがあり､
生理作用に関する多くの研究が報告されてきた｡β-2.1
フラクトオリゴ糖は､ビフイドバクテリウムの成長を促
し､腸内細菌叢による短鎖脂肪酸(SCFA)の産生を改善
し14㌧ コレステロールや トリアシルグリセロールの濃度
レベルを低下させる5-7.また､イヌリンについてもトリ
( 1 )
グリセロール低下効果など生理作用に関する多くの報告
がある㌻10)0
一方､イヌリンと類似した多糖にレバンがある｡レバ
ンは､主鎖がβ-2.6結合を持つフラク トー ス残基からな
る多糖で､天然には､牧草のチモシーグラスやイネ科の
葉や茎に含まれている｡しかし､これらの植物中に含ま
れているレバンは微量であり､また､酵素による生合成
でも高分子量のものは大量入手が困難であった｡レバン
の生理作用に関する研究報告は極めて少ないが1日4)､-
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つには高分子量レバンの大量入手が困難であったことに
よる｡
著者らは独自に開発した固定化酵素法により高分子量
レバンを大量に合成できることを見出した15)｡また､こ
の固定化酵素法で合成した分子量約200万の高分子量レ
バン(H-レバン)を用いて､ラットの生理作用におよぼす
影響を検討し報告した｡コレステロール無添加の条件下
で､5%レバン飼料でラットを4週間飼育すると､血清コ
レステロール濃度がコントロール群と比べ有意に低下す
ることを明らかにした｡低下作用の要因が腸内細菌によ
るのではなく､レバンの重合度が高いことが低下作用に
重要であると推論した12･13)0
著者らとは逆に､長らはBacilusnatto由来のレバン
シュクラーゼにより生合成したレバンをラットに与えた
がコレステロール濃度の低下が見られなかったと報告し
ている11)｡長らの研究で用いたレバンは､分子量が低く
約2000である｡著者らは､長らによる結果との相違がレ
バンの重合度の違いによると考えた｡しかし､これまで
低分子量のレバンを大量に入手できず､ラットへの投与
実験は行われていなかった経緯がある｡
今回われわれは､分子量約1万の低分子量レバン(L-レ
バン)を大量合成することができた｡そこで本研究では､
分子量約1万のL一レバンと分子量約200万のH-レバンをラ
ットに与え､血清コレステロール濃度に与えるレバンの
重合度の影響を検討した｡
Ⅰ.実験方法
1 試薬
分析および合成に使用したエタノールおよび試薬は和
光純薬工業㈱より購入した｡庶糖は市販品を用いた｡ラ
ットの飼料として使用したビタミン混合 (A士N-93G)､
ミネラル混合 (AIN-93VX)､重酒石酸コリン､カゼイ
ン､α-コーンスターチ､セルロースは､㈱ 日本農産工
業より購入した｡コーン油は市販の味の素ピュアオイル
コーン油を使用 した｡粘度測定に使用 したレバンは
Serratialevanicum由来で和光純薬工業㈱より購入した｡
また､グアガムは三栄源エフ･エフ ･アイ㈱より贈与さ
れた｡
2 レバンの生合成
L-レバンは､反応1バッチあたり庶糖200gを400mLの
水に溶かし､200単位のレバンシュクラーゼを加え､
30℃で4日間反応を行い合成した｡反応後､30分間加熱
して酵素を失活させ､反応液を大量のエタノールに加え
(2)
ることで租レバンを得た｡水/エタノール系で4回の再
沈澱を繰 り返すことにより､未反応の蕉糖やオリゴレバ
ンなど低分子化合物を除いた｡さらに､SephadexG-
100(4×20cm)カラムで約1%含まれる高分子量レバンお
よび酵素を除去した後､凍結乾燥して精製レバンを得た
(収率40%)0AsahipakGS-710H充填カラムを用いた
HPLCの結果から､しレバンの分子量は約1万であるこ
とが分かった｡H-レバンは､前報の方法に従って合成
したIa15).
3 動物飼育
日本クレア㈱より購入した3週令のSD系の雄ラットを
5日間コントロール飼料で予備飼育した後､1群6匹とし5
群に分けた｡各群の飼料組成をTablelに示した｡セル
ロース5%を含む飼料をコントロールとした｡各ラット
をステンレス製のケージに入れ､24±1℃に調節され､
12時間ごとに明暗させた室内で4週間飼育した｡実験期
間中､飼料および水は自由摂取させた｡
ラットの腹腔にネンブタールを注射した後､開腹して
腹部大動脈より採血した｡血液は､3000rpmで10分間､
遠心分離し､血清を分離した｡得られた血清は､コレス
テロール値を測定するまで-20℃で凍結保存した｡また､
肝臓､盲腸､盲腸壁を摘出し､湿重量を測定した｡さら
に､小腸､結腸の長さを測定した｡
Table1 Composilion ofex eTimentaldielSI)
Ingredierlls Control H l% H 5% L l% L 5%
CeHutose
Levan
Casein
5
1 5 1 5
20 20 20 20 20
Mineralmixl) 3.5 3.5 3.5 3,5 3.5
Vilamin mixH 1 1 1 l l
Cholinebitartrate 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Cornoi1 5 5 5 5 5
Cornstarch 65.25 69.25 65.25 69.25 65.25
))Numel.alvallJeSShowed theweightpercentofingredientsin
diets.Ll% andL5% )Indicatethedietscontailing l% and5% of
low molcctJlarweightLeval,reSPeClive]y.Hl% ald H5%
indicatethediclscontaining l% and5% orhighmoheular
weightLevan.respectively.
27AIN･93G Mileralmi.T
3)AIN･93VX Vitamin mix
4 測定方法
レバンの不純物分離には､島津製作所製HPLC(LC-
6AD)を使用した｡移動相にイオン交換蒸留水を用い充
填カラムはAsahipakGS-710Hを使用した｡
レバン､グアガムの粘度は､多糖を蒸留水に懸濁後
80℃で30分間加熱して溶解し(濃度0.5-2.Owt%)､Haake
社製modelVT550粘度計を用いて37℃で測定した｡
血清総コレステロール濃度は､血液を遠心分離し血清
を分離した後､市販のキット(和光純薬製コレステロー
ルCⅢ-testWako)を用いて測定した｡吸光度は､日立
製作所製UV2000を用いて測定した｡
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5 統計処理
実験結果は､平均値±標準誤差で示し､一元分散分析
で処理した後､FisherのPLSD法により実験群間の差を
検定し､P<0.05を有意とした｡
Ⅱ.結果と考察
しおよびH-レバン飼料で飼育 したラットの体重増加
量､摂食量や摂食効率をTable2に示した｡H1%とH5%
群では､体重増加率はコントロール群と比べ有意に低か
った｡実験期間の前半で体重増加量に有意差がみられた
が､ある程度飼料に慣れた後半では体重増加量に改善が
みられた｡体重増加率の差は､飼料摂取量によっており､
飼料効率を比べるとレバン投与群とコントロール群の間
には有意差が見られなかった(Table2)｡
Table2 Effectsorlevanonbodyweightgain,foodintakeand
rooderricienc
Diets Bodyweight
gain(g/4W)
Conlro1 245.1土9.6
Hl% 213.9i=12.2+
H5% 207.41=6.9+
Ll% 238.6士9.0
L5% 231.1士6.6
Foodintake FooderriCiency
(Foodintake/Body
weightgain)
0.43士0.01
0.42土0.01
0.42土0.00
0.44士0.01
0.44土0.00
/day)
20.5土0.6
18.Oi=0.8●
17.6土0.6●
19.2士0.6
18.9j=0.5
Mean士SEM ,n=6,Thevaluewithsymbol●isslgnificantly
different(p<0.05)comparedwiththatforthecontrol.
ラットの小腸の長さは､いずれのレバン投与群も､コ
ントロール群とくらべ有意差はみられなかったが､結腸
はH5%群で､有意に長くなった(Table3)｡さらに､体
重あたり肝臓重量はコントロール群とくらベH5%群で
有意に低下した｡盲腸､盲腸壁､盲腸内容物の重量は､
H5%群､L5%群ではコントロール群に比べて有意に高
かったが､両群間には有意差はなかった｡また､H1%
群､L1%群では､有意差は見られなかった(Table3)｡レ
バンを5%投与した群では､コントロール群と比べて､
腸内細菌叢の生育が増進された可能性がある｡
Table4に各レバン投与群によるラットの血清コレス
テロール濃度を示した｡レバン投与群のうちH5%群で
最大の血清コレステロール濃度の低下がみられ､コント
ロール群との間に有意差が認められた｡この結果は前報
12･13)と同様の結果であった｡H1%群では有意な低下は見
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られなかった｡一方､しレバン投与群では1%群､5%群
ともにコントロール群と比べ有意差はみられなかった｡
一般に食物繊維が血清コレステロールを低下させる要因
として､胆汁酸やステロール吸着16･17)､抱水能による抱
き込みなどの要因が考えられる18･19)｡また､高分子量で
あることも低下の原因の一つである｡その他に､消化管
における多糖の加水分解生成物が､腸内細菌を増殖させ､
結果として腸内細菌の生産物たとえばSCFAの産生など
も一つの要因である｡
SCFAの生成が盲腸内のpHを低下させ､胆汁酸の再
吸収を減少させるという報告がある20'｡さらに加えて､
プロピオン酸エステルが肝臓に達し､コレステロールの
生成に影響するという報告もあるが21･22)､scFAが関わる
これら作用に対して疑義もある23･24)0
前報でわれわれは､高分子量レバンは人工胃液によって
部分的に加水分解を受け､約5%のフルクトースと極少
量のオリゴ糖が生成することを明らかにした12･13)｡また､
ビフイダス菌によるinvitroでの資化実験では､レバン
は資化されないが､フラク トー ス､グルコースやレバン
ビオースなどは資化され､培地のpHを低下させること
を報告した12)｡これら結果は､レバン投与により盲腸内
容物量が増加した今回の結果 (Table3)と整合性がある｡
本研究の結果では､H5%群とL5%群ともに盲腸内容
物や盲腸壁の重量が有意に増加した(Table3)｡しかし､
コントロール群と比べ血清コレステロール濃度に有意の
低下が見られたのはH5%投与群であり､L-レバン群では
コレステロール低下作用は見られなかった｡したがって､
腸内細菌によるSCFAの生成が血清コレステロールを低
下させているとは考えにくい｡むしろ､レバンの重合度
の高さが影響 しているとの仮説と矛盾しない結果であ
る｡
高分子量の多糖の方が低分子量のものよりコレステロ
ール低下作用に効果があるという報告がある｡たとえば､
グアガムは､加水分解したグアガムよりコレステロール
濃度の低下が大きい25)｡ヒドロキシプロピルメチルセル
ロース (HPMC)は重合度が大きい方が､重合度の低
Tablc 3 Effccts of lcvan on length of sm all intcstinc and
colon and the w ci ht of cccum,cccum contents and Cccum w all
LenSth
Diets Small
iAteStile ColoA
Relltive weiさht(g/100g B.W .)
CeCIAm
Liver Cec≠m co7LteTLtS Cecqm wall
CoJttr01
H1%
H5%
Ll%
L5%
108.3土 5.2
105.7土 1.5
1l l.5土 4.0
110.7土 2.9
112.5土4.8
12.7土0.7 4.83土0.22 0.82土 0.03
l l.1土 0.4 4.59土 0.13 0.89土0.10
14.7土0.7● 4.09土 0.064 1.79土 0.22◆
12.5土 0.7 4.67土0.12 0.90土 0.06
13.9土0.4 4.66土0.09 2.13士0.23+
0.61土 0.03
0.64土 0.09
1.25土 0.231
0.69土0.07
1.57土0.23●
0.21土 0.02
0.25土0.02
0.55土 0.03●
0.21土0.01
0.56土 0,04●
M ean i SEM (n-6) Thc value with sym bol* is significantly
diffcrcnt (p<0'.05) Com pared with that for the control.
(3)
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いHPMCより血中あるいは肝臓中のコレステロール濃
度が低くなる25'｡また､高分子量グルカンが低分子のも
のより胆汁酸の排出に効果があるとも報告されている
26'｡これらの報告は､われわれの仮説を支持する.
重合度が大きいと通常は多糖の粘性は高くなる｡多糖
の中でもグアガムのように粘性の高いものが､コレステ
ロール低下作用が大きいという報告がある｡粘調な多糖
は､消化管中でコレステロールや胆汁酸を吸着し､糞中
への排出を促すと報告されているla27･2㌔ コレステロール
濃度の低下作用が見られたH-レバンの粘性を調べた｡
H_レバンの粘度は､グアガムや他のレバンに比べると
はるかに粘性は低くかった(Table5)0H-レバンの粘度が
低いのは､直鎖構造でなく､分岐構造による櫛型構造の
ためである15)0H-レバンの場合､粘性はコレステロール
低下の要因とはなっていない｡
本研究では､ラット糞中のステロールや胆汁酸の濃度､
短鎖脂肪酸の濃度などを測定していない｡レバンの高分
子量によるコレステロール濃度の低下が腸肝循環に関わ
ると推測できるにしても､コレステロールの体内動態の
詳しい検討が必要と考えている｡今後さらなる検討を行
う予定である｡
Table4 Effectofmolecularweightoflev8n
onserum cholesterolconcentration
Concentration oftheserum
cholesterol(mmol/L)
2.35土0.07
2.51土0.08
2.18士0.13 *
2.29*0.08
2.29士0.13
Diets
Control
E1%
H5%
L1%
L5%
Mean 土 SEM (n-6)Thevaluewithsymbol*is
significantlydifferent (p<0.05)comparedWith
thecontrol.
T&ble5 Viscosity oflevan
Poly･
$aCCharides moI.wt.
L･levan 10000
H･levan 2000000
levan 5000000
Ou8rBum
Concentr8日on Viscosity…?
? ? ?? ? ?…? ? ?
ND:Toolow viscositytomeasure.
mPaS
ND
<0.1
3.7
72.5
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コレステロール低下作用におよぼすレバン分子量の効果
山口英昌,林原幸恵,山本由喜子,飯塚 勝
要旨 :レバンの分子量がラットの血清コレステロール濃度に及ぼす影響を検討した｡分子量約1万の低分子量レバン(L-
レバン)を5%混合した飼料(L5%)を与えたラット群では､摂食量や体重増加率に変化は見られなかったが､分子量約200
万の高分子量レバン (H-レバン)を5%含む飼料(H5%)を与えた群ではそれぞれの重量に減少が見られた｡飼料効率は､
L5%およびH5%両群とも､コントロール(5%セルロース)群と比べ差はなかった｡また､体重あたり肝臓重量はH5%群で
有意に低下した｡レバン投与群では､盲腸や盲腸内容物の重量に増大が見られたがL5%とH5%群の間に差がなかった｡
一方L5%群では､血清コレステロール濃度は､コントロール群と比べ有意差は見られなかったが､H5%群では､有意な
低下作用が見られた｡これらの結果から､L5%とH5%群の血清コレステロール濃度の差は､腸内細菌叢による影響の可
能性も否定できないが､レバンの重合度の差によると考えた｡
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